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Bescheinigung 

Die Anmelderin Max Delbruck-Centrum fur Molekulare Medizin in Berlin/Deutschland hat 
eine Patentanmeldung unter der Bezeichnung 

"Peptide des AT!-Rezeptors und ihre Verwendung, 
insbesondere fur die Diagnostik der Praeklampsie" 



am 



24. Dezember 1998 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht. 



Das angeheftete Stuck ist eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprunglichen 
Unterlage dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt vorlaufig die Symbole C 07 K 
und A 61 K der-lnternationalen Patentklassifikation erhalten. 




Miinchen, den 1. Februar2000 
Deutsches Patent- und Markenamt 
Der President 

Im Auftrag 




Aktenzeichen: 198 60 320.7 

vVehner 



A 9161 

06.90 
11/98 



Anmelder: Max-Delbriick-Centrum fur Molekulare Medizin 
Erfinder: Dr. Wallukat, Dr. Homuth, Prof. Luft 

Peptide des AT\-Rezep tors und ihre Verwendung, insbesondere 
fur die Diagnostik der Praeklampsie 



Zusammenf assung 




Die — Erf indun g — be-t r i f f t — Pe- pt ide — des — AT^-Rez ep-tors — und i.hr_e_ 

Verwendung in antigenen und immunogenen Mitteln, insbesondere 
fiir die Diagnostik der Praeklampsie. Bevorzugt ist ein Peptid 
mit der Sequenz AFHYESQ. 



Peptide- d es— ATj -Re z eptors — und_ihr.e_Yer_w_end.ung. insbesondere 
fiir die Diagnostik der Praeklampsie 




Die Erfindung betrifft Peptide des AT,-Rezeptors und deren 
Verwendung und ihrer Folgeprodukte in antigenen und immunogenen 
Mitteln bzw. Testkits. insbesondere fur die Diagnostik der 
Praeklampsie. Aulierdem betrifft die Erf indung ein Verfahren zum 
Nachweis von Ant i-AT^Rezep tor-Ant ikorpern in biologischen 
FT ii ss i gkei ten . . 

Die Praeklampsie ist eine schwangerscha f tsspezi f ische 
Hochdruckform und zahlt zu den wichtigsten Ursachen von 
mutterlichen Todesfallen wahrend der Schwangerscha ft und unter 
der Geburt. Eine noch groJiere Bedeutung hat die Praeklampsie 
fiir das Schicksal der Frucht . das heiJit sie ist verantwortlich 
fiir Friihgeburtlichkeit, Wachstumsretardierung und perinatale 
Sterblichkeit . 

Obwohl in den letzten Jahren zahlreiche Erkenntnisse gewonnen 
wurden. sind die Ursachen dieses Krankhei tsbi Ides weiterhin 
nicht geklart. Die einzige kausale Therapie ist die vorzeitige 
Beendigung der Schwangerscha f t . Dies ist jedoch bei fruhem 
Auftreten der Kranheitssymptome. das heiflt insbesondere vor der 
0. Schwangerschaf tswoche! kaum mit dem gesunden Oberleben des 
Kindes vereinbar. Auf der anderen Seite kann jeder Tag der • 
Verlangerung einer Schwangerscha f t in dieser kritischen 
Zeitspanne die kindlichen Uber lebenschancen verbessern . Beste 
Voraussetzungen. dieses Ziel zu err.eichen. bieten eine 
fruhzeitige Erkennung (Diagnose) der Entwicklung einer 
Praeklampsie und • darau f aufbauende Uberwachungs- und 
symptomat ische Behand lungsver f ahren . 

A Die Aufgabe der Erfindung bestand deshalb darin, Substanzen zu 
finden. die den Nachweis der Praeklampsie ermoglichen. und 
diese in entsprechenden Testsytemen bereitzustellen . 
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Die Erfindung beruht auf dem erstmaligen Nachweis, daB 

Pa-t-i-en-t4nnen — m-i-t Fr-aekiampsie — spez i-f i sche — An_t.i.k.6x_per _ g e ge n 

blutdruckwirksame Angiotensin-AT^-Rezeptoren aufweisen . Bei 
Frauen mit normaler Schwangerscha f t traten diese Antikorper 
nicht auf, ebenso nicht bei Schwangeren mit einer chronischen 
Hypertonie, das heiBt einer schwangerschaf tsunabhangigen 
Hypertonie . Die beobachteten Angiotensin-II-ATi-Rezeptor- 
Antikorper fiihren zu einer Aktivierung des AT : -Rezeptors , die 
wahrscheinlich mi tverantwort lich ist fur gefahrdende 
Blutdruckerhohungen und eine akute Durchblutungsver- 
crblpphtprnnr] 1 phpn^wi rhti ger miitterlicher und kindlicher 
Organe . 

Serumproben von Patienten mit Praeklampsie enthalten 
Autoantikorper , die gegen den Angio tensin-I I-AT.-Rezep torsubtyp 
gerichtet sind. In einem Bioassay entfalten diese Antikorper 
einen positiv chronotropen Effekt. Dieser Effekt wird wie der 
des Angiotensin II durch den subtypselekt iven AT\- 
Rezeptorblocker Losastan unterbunden. Alpha- und beta- 
adrenergene Antagonisten und der AT 2 -Rezep tor blocker PD 123319 
waren ohne EinfluB. 
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Es wurde uberraschend f estgestellt , daB die Antikorper ein 
Epitop auf der zweiten extrazel lularen Schleife des AT\- 
Rezeptors erkennen und daB sie mit Hilfe von Peptide*, die 
ieser Schleife entsprechen, neutral isiert bzw . affinitats- 
chromatographisch gereinigt werden konnen. Das Epitop ist durch 
die Aminosauresequenz AFHYESQ charakter isiert . 



Gegenstand der Erfindung sind somit Peptide des AT\-Rezeptors , 
bestehend aus 5 bis 10 Aminosauren sowie ihre Mutanten und 

Vananten, die ein Epitop bilden und Autoantikorper binden 
konnen, die bei Praeklampsie vorkommen . 



Bevorzugt sind Peptide, die ganz oder teilweise oder als 
Variante der SEQ ID Nr. 1 AFHYESQ aufgebaut sind. 
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Die Peptide werden nach an sich bekannten Verfahren durch 

Auf *ba u d er Aminosaure n syn t he ti s 1 e r t oder gen tec h n i s c h 

hergestell t . 

Er f indungsgemaBe Antikorper, die gegen das Epitop des AT X - 
Rezeptors gerichtet sind, sind dadurch gekennzei chnet , daB sie 
diese Peptide erkennen . Bevorzugt erkennen sie das Peptid der 
SEQ ID Nr. 1 bzw . seine Mutanten und Varianten. Sie werden nach 
an sich bekannten Verfahren durch Immunisierung von 
Kleinsaugern oder Immunisierung von Milzzellen in vitro mit den 
-er fi ndungs gem a-fie n P e gntl-d-en^ke-Fge &-t e l i t -, : 




Anwendung finden die Antikorper in verschiedenen Bio-Assays, 
immunologischen Nachweissystemen und ELISA-Testsystemen . 



Weiterhin betrifft die Erfi'ndung antigene .Mittel zurn Nachweis 
von Praeklampsie , die mindestens ein er f indungsgemaBes Peptid 
vorzugsweise das Peptid der SEQ ID Nr. 1. enthalten. Sie 
reagieren mit den bei Praeklampsie vorkommenden spezifischen 
Antikorpern gegen blu tdruckwirksame Angiotensin-AT r Rezeptoren . 
Ggf. sind die antigenen Mittel an verschiedene Trager gebunden, 
wie z.B. aktivierte Sepharosen, Zellulosen oder 

Polys tyrol trager . 

^^^^^Eine weitere Verwendung der er f indungsgemaBen Peptide besteht 
^^^Ain immunogenen Mitteln. Diese enthalten mindestens ein Peptid. 

^^vorzugsweise das Peptid der SEQ ID Nr. 1, das die Produktion 
von Antikorpern, die fahig sind, Autoantigene bei Praeklampsie 
zu erkennen , induziert . 

AuBerdem wird durch die Erfindung eine Testkit zur Bestimmung 
von Anti-ATj-Rezeptor-Antikorpern zurn Nachweis von Praeklampsie 
berei tgestellt . 

Der Testkit umfaBt . 

- mindestens ein er f indungsgemaBes Peptid ggf- an eine feste 
Phase gebunden 
einen Puffer 

ein spezifisches Konjugat nebst Enzym 



eine Waschlosung 
- "die-SubstTa-tiosung-zum- Nachweis— der- Enzymreakt ion — - - - 
und eine Stopplosung 

Der Bio-Assay umfaBt 

spontan pulsierende neonatale Kardiomyocy ten in Primarkultur 
oder 

aus undi f f erenzierten embryonalen Stammzellen di f f erenzierte 

Kardiomyocy ten 

in einem Kul turmedium 



Durch Entwicklung des neuen Testkits auf der Basis der 
erf indungsgemaBen Peptide lassen sich der Nachweis von 
Praeklampsie und Ver lau f sbeur tei lungen einfach und schnell 
durchfiihren. 

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zum Nachweis von 
Anti-AT r Rezeptor-Antikorpern in biologischen Fliissigkei ten . 
Die zu untersuchende Probe wird mit mindestens einem 
erf indungsgemaBen Peptid oder mit einer Verbindung dieser 
Peptide mit einem Tragermaterial unter solchen Bedingungen in 
Kontakt gebracht, die eine Ant igen-Ant ikorper-Reakt ion 
zulassen. Der Nachweis wird anschlieftend mittels an sich 
bekannter chemischer oder physikal ischer Me thoden durchgef iihrt . 

jpie Ant i-AT\-Rezep tor-Ant ikorper konnten in alien bisher 
untersuchten Seren von Patienten mit Praeklampsie nachgewiesen 
werden . Die Antikorper erscheinen nach der 20. Schwanger- 
schaftswoche und verschwinden nach der Entbindung relativ 
schnell. Die An t i-AT x -Rezep tor-Ant ikorper wurden nicht bei 
normalen Schwngerschaf ten bzw . bei schwangeren 

Hyper tonikerinnen nachgewiesen . 

Da sich die Antikorper in in vitro Tests wie der Agonist 
Angiotensin II verhalten, kommt diesen Antikorpern eine Polls 
in der Pathogenese oder Praeklampsie zu . Da sie in alien 
untersuchten Praeklampsieseren nachweisbar sind, .sind sie als 
diagnost ische Marker von Bedeutung. 



Als Bioassay wurden kultivierte neonatale Rat tenherzzellen 
eingesetzt ".""Diese" ZeTTen entwicJceln eine rhythmi scire spontane 
Pulsation und reagieren auf eine Angiotensin-I I-St imulierung 
mit einer Steigerung der Schlag f requenz . 

Der Nachweis' dieser AT^Rezeptor-Ant ikorper dient 

er f indungsgemaB sowohl der Friiherkennung einer Praeklampsie als 
auch als Grundlage fiir neuar t ige Therapiever f ahren . 
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Gegenstand der Erfindung sind somit auch therapeut ische Mittel 

T&n Praek l ampsie, chre drie Pe-pt-i-de en thai ten- da d-i-e- 

Entfernung der Angiotensin-AT^-Rezeptor-Ant ikorper aus dem 
mutterlichen Blut (zum Beispiel mittels spezifischer oder 
unspezi f ischer Immunadsorpt ion ) zu einer Besserung des 
klinischen Bildes fuhrt oder zumindest eine Progredienz 
verhindern kann, was mit einer Verminderung der mutterlichen 
Gefahrdung und insbesondere mit einer deutlichen Verbesserung 
der kindlichen Uber lebenschancen verbunden ist . 



Die spezif ische Immunadsorpt ion wird durchgefuhrt an einer 
Saule, die bevorzugt die zweite ext razel lulare Schleife des 
AT^-Rezeptors bzw . die Sequenz ID Nr . 1 enthalt. 

Die unspezif ische Immunadsorpt ion wird durchgefuhrt an einer 
Saule, die bevorzugt Schafs- bzw. Huhnerant ikorper gegen die 
umanen Immunglobuline bzw. Protein A oder Cl q enthalt. 

Als Saulenmaterial fur diese Adsorber wird bevorzugt Sepharose 
eingesetzt . 



Patentanspriiche 



1. Peptide des AT^-Rezep tors , bestehend aus 5 bis 10 Aminosauren 
sowie ihre Mutanten und Varianten, die ein Epi top . bi lden und 
Autoant ikorper binden konnen, die bei Praeklampsie 
vorkommen . 



2. Peptide nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie 

ganz — ede-r — t-eiiw-e-i-s-e — oder — als — Ya-nlan-t.e — der — SEQ ID Nr . 1_ 

AFHYESQ aufgebaut sind. 



Antikorper, die gegen das Epitop des AT\-Rezep tors gerichtet 
sind, dadurch gekennzei chnet , daB sie die Peptide gemaB 
Anspruch 1 oder 2 erkennen . 



Antikorper nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet , daB sie 
das Peptid der SEQ ID Nr . 1 erkennen bzw . seine Mutanten und 
Varianten. 




Antigenes Mittel zum Nachweis von Praeklampsie, dadurch 
gekennzeichnet, daB es mindeste-is ein Peptid gemaB der 
Anspriiche 1 bis 2, vorzugsweise der SEQ ID Nr. 1, enthalt. 



6. Immunogenes Mittel, dadurch gekennzeichnet, daB es 
mindestens ein Peptid gemaB der Anspriiche 1 bis 2, 

vorzugsweise der SEQ ID Nr. 1, enthalt, das die Produktion 
von Antikorpern, die fahig sind, Autoantigene bei 
Praeklampsie zu erkennen, induziert . 



Testkit zur Bestimmung von Ant i-AT\-Rezep tor-Ant ikorpern zum 
Nachweis von Praeklampsie enthaltend mindestens ein Peptid 
gemaB Anspruch 1 bis 2 . 



Verfahren zum Nachweis von Anti-AT^Rezeptor-Ant ikorpern in 
biologischen Fliissigkei ten . dadurch gekennzei chnet . daB man 
die zu untersuchende Probe mit mindestens einem Peptid der 
Anspruche 1 bis 2 in Kontakt bringt oder einer Verbindung 
dieser Peptide mit einem Tragermater ial unter solchen 
Bedingungen. die eine Antigen-Antikorper-Reakt ion zulassen 
und den Nachweis mittels an sich bekannter chemischer oder 
physikalischer Methoden fiihrt. 



Verwendung der Peptide gemaB Anspruch 1 bis 
Herstellung therapeutischer Mittel gegen Praeklampsie . 



